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論文内容の要　旨

【目　的】

近年、インスリン抵抗性を有する肥満症例や糖尿病モデル動物において種々のチロシンホスファ

ターゼ（PTPase）活性異常が報告され、同酵素群が糖尿病の発症進展に関わっている可能性が示

唆されている。本研究ではPTPaseの一つであるSHPTP2の生体内での機能、その機能異常によ

るインスリン抵抗性への関与を検討するため、変異型SHPTP2を過剰発現したトランスジュニッ

ク（Tg）マウスを作成した。

【方　法】

1）発現ベクターの構築

SHPTP2の2つのSH2ドメインを含む部位、648bpのcDNA（アミノ酸番号1－216）の上流

にcytomegalovirusIEエンバンサーおよびchicken　β　actinプロモーターを、またその下流に

POlyAシグナルを接続した全長約3．1kbpの発現ベクターを構築した。

2）Tgマウスの作成

マイクロインジェクション法にて受精卵への発現ベクターの注入を行い、既報の方法に従い

Tgマウスの作成を行った。

3）導入遺伝子の検定

仔マウス尾よりDNAを抽出し、発現ベクターDNAをプローブに用いサザンプロット法を行い

導入遺伝子の有無を確認した。

4）各種臓器への導入遺伝子産物発現の検討

2系統の雄トランスジェニックマウス（S6、S161）についてFlマウスを作成し各臓器への

変異蛋白の発現を、抗SHPTP2抗体（抗PTPID抗体）を用いたウエスタンプロット法にて検

討した。

5）血糖値及び血清インスリン値の測定

早朝摂餌中止4時間後の血糖値をグルコースオキシダーゼ法により、また血清インスリン値の

測定はELISA法によるラットインスリン測定キットを用いて測定した。

6）インスリン負荷試験

早朝6時間絶食後、ベントバルビタール麻酔下に腹腔内に0．75U／kg速効型ヒトインスリンを

投与し、投与後0、30、60分後の血糖値を測定し、インスリン抵抗性の有無を検討した。

7）インスリン負荷によるSHPTP2のIRS－1への結合の検討

下大静脈よりヒトインスリン5単位を静注90秒後のマウス肝臓におけるSHPTP2のIRS－1

への結合をウェスタンプロット法にて検出した。

【結　果】

1）Tgマウス群、対照群問で成長曲線の差異および外表上の明らかな奇形は認められなかった。

2）骨格筋、肝臓、脂肪組織などのインスリン感受性組織を含む検討しえた全組織で導入遺伝子の

蛋白質レベルでの発現が確認された。特に骨格筋における変異型SHPTP2発現量はマウス内
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因性SHPTP2の約10倍であった。

3）早朝食餌中止4時間後の血糖値に両群問での差異は認められなかった。しかし、血清インスリ

ン値はS6系統においてはTgマウス群で対照群の3．4倍高値、またS161系統においても対照群

の2．3倍の高値であった。

4）インスリン負荷試験でTgマウス群（S6）において血糖降下率の低下傾向が認められたが、

対照群に比し統計学的な有意には至らなかった。

5）インスリン負荷前ではIRS，1とSHPTP2のわずかな結合が認められ、その量は両群間で同

程度であった。しかしインスリン負荷によりSHPTP2のIRS－1への結合は対照群では負荷

前の4倍に増加がTgマウス群では1．6倍の増加であり、インスリン刺激下にみられるSHPTP2

のIRS－1への結合は変異型SHPTP2発現により抑制された。

【考　察】

Tgマウスを用いる方法は導入遺伝子の発現による種々の物質の個体全体の生理機能に与える効

果を知ることができるのみならず、個体発生を通して正常の発生分化過程での導入遺伝子の機能を

解析することができる。現在までのところ生体内での糖代謝調節におけるSHPTP2の役割につい

ては十分理解されていない。本研究において検討したS6、S161系統のdominant negative Tg

マウスは外表上正常な個体が誕生し、またその成長曲線も対照マウスと差異がなかった。さらに、

4時間絶食後の血糖値も両群問に有意差がなかった。しかし、Tgマウス血清インスリン値はS6

系統では対照群の3．4倍、またS161系統では2．3倍高値であった。すなわち、Tgマウスにおいてイ

ンスリン抵抗性の存在が強く示唆され、SHPTP2が生体内の糖代謝調節機構において重要な役割

を担っている可能性が示唆された。インスリン負荷試験でTgマウス群と対照群問に血糖降下曲線

に有意差は認められなかったが、さらに高感度インスリン抵抗性測定法での再検討が必要と思われ

た。

【結　論】

SHPTP2機能異常をきたすと考えられるTgマウスにおいてインスリン抵抗性が存在したことか

ら、SHPTP2が生体内の糖代謝調節機構において重要な役割を担っている可能性が示唆された。

また、我々の作成したTgマウスはinvivoでのインスリン抵抗性を研究する上で新たなモデル動物

になると考えられる。

論文審査の結果の要旨

インスリン抵抗性を有する患者や糖尿病モデル動物で、種々のチロシンホスファターゼ

（PTPase）活性の異常が報告され、同酵素が糖尿病の発症と進展に関わっている可能性が示唆さ

れている。本研究はPTPaseの一つであるSHPTP2のインスリン抵抗性発現における意義を明ら

かにするため、PTPaseドメインを欠失した変異型SHPTP2を過剰発現するトランスジェニック

マウスを作成し、本来のSHPTP2の機能を障害することにより、インスリン抵抗性が発症するか

否かを検討したものである。

本論文では以下の点が明らかにされた。

1）変異型SHPTP2を、骨格筋、肝臓、脂肪組織などインスリン感受性組織を含む各組織に過剰

発現したトランスジェニックマウス作成に成功した。

2）同トランスジェニックマウスは耐糖能障害を呈し、高インスリン血症を有することより、イン

スリン感受性の低下が示唆された。

以上の結果より、SHPTP2がインスリンによる生体内の糖代謝調節において情報伝達に関する

タンパク質として重要な役割を担っていることが示唆された。また同マウスはin vivoでのインス

リン抵抗性を研究する上で新たなモデル動物になると考えられた。

本論文は、インスリン抵抗性発症機構において、SHPTP2が重要な役割を果たしていることを

明らかにし、さらに糖尿病発症機構解析に新しい方向性を示したものであり、博士（医学）の学位

論文として価値あるものと認める。
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